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(75,000 ×  g,  40 min)，上清液过DE-52纤维素柱(1)，采用线性梯度（0～
0.4 mol/L NaCl）洗脱后，收集含可溶性氢酶的洗脱液，再过Sephadex G200 
凝胶柱。其含可溶性氢酶的洗脱组份，经随后的DE-52 柱(2) 和Sephadex 
G50 柱纯化后，可得到纯化约233倍的可溶性氢酶，得率为26.4%，氢酶的
放氢活性为0.35 μmol H2/min⋅mg prot. 
可溶性氢酶催化放氢的最适pH值为8.6，最适温度为50℃；催化吸氢的





























Hydrogenases are key enzymes of hydrogen metabolism in many 
microbes. This thesis mainly focused on the isolation and 
purification of the soluble hydrognase from Klebsiella oxytoca HP1 
and surveyed  some factors on the activity of the hydrogenase. 
K. oxytoca HP1 bacterial cells  were treated with ultrasonic. 
After centrifugation (75,000 × g 40 min), the crude extract was 
applied to a DEAE cellulose column (DE-52) for the isolation of 
hydrogenase. The fractions containing soluble hydrogenase were 
collected and used for further purification (Sephadex G200, DE-52 
and Sephadex G50column chromatography). After the four steps 
purification, the soluble hydrogenase was purified about 233 folds 
with a yield of 26.4% and a specific activity of 0.35 μmol H2/min.mg 
prot.   
The optimal pH value and temperature for the soluble hydrogenase 
from K. oxytoca HP1 catalyzing H2-production were pH 8.6 and 50
 
℃ 
respectively, while those for H2-uptake activities are pH 8.0 and 30
 
℃ respectively. H2 and O2 inhibited the soluble hydrogenase in the 
experiment and the enzyme was to use several electron carriers for 
both H2-uptake and H2-production.The velocity of H2-production of the 
enzyme was influenced by some components of H2-production system.  
 





































氢酶含有[Fe-S] 簇和 Ni、Fe 双原子活性中心，某些[NiFe]氢酶还含有另一





























Methanosarcina sp.等。另外，一些生物如真养产碱杆菌 Ralstonia 





















































能以H2 作为能源，以硫(S) 、CO2 或延胡索酸等作为电子受体，伴随
着电子传递而发生磷酸化产生ATP。它们的氢酶与细胞膜电子传递体联系


















































































图 1-1 D.gigas的[NiFe]氢酶分子的结构 











































守框：C × ×  C × n … G × C × × × G ×m … G C P P （n 为61 ~ 106，m 为
24 ~ 61），该保守框内有4 个Cys，很可能参与最基本的[4Fe 4S]簇的形成.






















Fig.1-2 The conservative sequence of [NiFe] hydrogenase 
1.2 [NiFe]氢酶的活性中心 
[NiFe]氢酶活性中心是由 Ni原子和 Fe原子组成的双金属原子中心，而




成扭曲的八面体结构。大亚基上的四个 Cys残基通过 S原子与 Ni相连接，
其中两个还与 Fe原子连接。与 Fe原子连接的非蛋白配体，在 D.vulgaris 的
氢酶中为 SO、CO和 CN，而在 D.gigas氢酶中为 CO和两个 CN-。另外，
Fe 和 Ni 两个金属原子之间还存在桥连配体，在 D. vulgaris 的氢酶中为 S




















          
图 1-3   [NiFe]氢酶活性中心的结构 
Fig.1-3 The structure model of active center of [NiFe]hydrgenase 
 
2 [Fe]氢酶结构  
O.Warburg 于 1946 年最早报道了[Fe]氢酶[28]。目前，已经从许多菌种中
分离纯化出[Fe]氢酶。D.vulgaris 的[Fe]氢酶具有典型的[Fe]氢酶的结构：
D.vulgaris 的[Fe]氢酶分子由两个亚基组成，分子量大小分别为 46 KDa 和
10 KDa。每个[Fe]氢酶分子含有 13～15 个 Fe 原子以及数目大致相同的 S
原子，其中的 8个构成了两个[4Fe－4S]簇（F簇），剩余的 6个 Fe 原子则
构成了与活性表达相关的 H簇。 
[Fe]氢酶大亚基包含活性中心和参与电子传递的两个[4Fe 4S]，它含有5 
个保守序列框1L ~ 5L[24]。 它们分别是1L： D × ×  K C I × C × × C × × ×  
C ；2L：C × × C G Q C × × × C P × × A ；3L： P ×  F T S C C P G W； 4L： 
V × × M P C × × K K × 21 T R E  L A ；5L： M A C × G G C × × G G G Q P。
这些保守框都富含Cys ，可能与氢酶活性中心及[Fe –S]簇密切相关。[Fe]
氢酶的小亚基含有两个保守序列框分别为1S： T R R G F L K和2S (H or E ) 



















见图 1-4[29]。巴氏梭菌 C. pasteurianum 的[Fe]氢酶的亚基分子量大小为 60 





图 1-4  C. pasteurianum [Fe]氢酶的空间结构 
Fig.1-4 The structure of [Fe] hydrogenase from C. pasteurianum 
 
[Fe]氢酶的活性中心是两个 Fe原子组成的双金属原子中心（两个 Fe原
子分别标记为 Fe1和 Fe2）。活性中心是通过 Fe1上的一个硫代半胱胺酸与
近端的[4Fe－4S]簇相连固定在酶蛋白上的，这一点与[NiFe]氢酶有很大不
同。每个 Fe原子都有两个双原子配体，可能是 CN—和 CO。两个 Fe原子除
了分别通过两个 S 原子与另外一个配体连接之外，它们之间还存在一个桥




























               图 1-5 [NiFe]氢酶的电子传递途径 






























图 1-6 [Fe]氢酶的电子传递途径 







氢酶的催化反应主要过程如下（见图 1-7[35]）：氧化态的氢酶中 Ni处于 Ni3+
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